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基础 研究 
Obatoclax 与 MG-132 对 食管 癌 细 胞 CaES-17 的 协同 抗 肿瘤 作用 


3 Ja 3 Ak, Aga, FAF, A 乐 , 刘 叔 文 
南方 医科 大 学 药学 院 , 广 东 广州 10515 


Synergistic anti-tumor effect of obatoclax and MG-132 in esophageal cancer cell line 


摘要 :目的 探讨 obatoclax 联 用 MG-132 对 人 食管 癌 细 胞 是 否 具有 协同 的 抗 肿 痛 作 用 。 方 法 MTT 法 检测 obatoclax = MG-132 
对 人 食管 癌 细 胞 CaES-17 的 细胞 毒 作用 ,根据 ICs 确 定 两 药 联 用 的 浓度 比 (1:2.4) ,将 两 个 药物 从 4ICs 的 作用 浓度 起 信 比 稀释 ， 
用 CompuSyn 软 件 计 算 两 药 的 联 用 指数 (CI)。 采 用 Western blot 方 法 研究 药物 对 ubiquitin 表 达 .PARP 和 蛋白 剪 切 .caspase-9 和 蛋白 
剪 切 .phospho-Histone H3 £E H X phospho-Aurora A/B/C 蛋白 表达 的 影响 。 采 用 流 式 细胞 术 检测 细胞 早期 凋 亡 (Annexin-V BH 
性 率 ) 及 细胞 周期 的 影响 。 结 果 Obatoclax 与 MG-132 联 合 处 理 人 食管 癌 细 胞 CaES-17, 对 细胞 抑制 率 为 50% 及 95% 时 相对 应 
的 CI 值 分 别 为 0.296 及 0.104, 具 有 明显 的 协同 抗 肿瘤 作用 。 单 用 obatoclax 或 MG-132 均 能 诱导 ubiquitin 表达 增加 、PARP 及 
caspase-9 发 生 剪 切 , 上 且 联 用 组 与 单 用 组 相 比 有 统计 学 差异 (P<0.05); 联 用 组 phospho-Histone H3 蛋 白 增加 与 单 用 组 相 比 有 统计 
学 差异 (P<0.05);phospho-Aurora A/B/C 和 蛋白 表达 的 增加 也 与 单 用 obatoclax 相 比 有 统计 学 差异 (P<0.05) ,与 单 用 MG-132 相 比 
无 明显 改变 (P>0.05)。 同 时 , 联 用 组 Annexin-V 阳性 率 及 sub-G, 期 及 GVM 期 细胞 百分比 与 单 用 组 相 比 都 显著 增加 , 且 差 异 均 有 
统计 学 意义 (P<0.05)。 结 论 Obatoclax 联 用 MG-132 对 人 食管 瘤 细 胞 CaES-17 具有 协同 抗 肿瘤 作用 , 且 与 诱导 肿瘤 细胞 发 生 凋 
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Abstract: Objective To explore whether MG-132 could enhance the anti-tumor activity of obatoclax against esophageal cancer 
cell line CaES-17. Methods MTT assay was used to determine the cytotoxicity of obatoclax and MG-132 in CaES-17 cells. The 
ICs, of obatoclax and MG-132 were used to determine the molar ratio (1: 2.4) of the two drugs for combined treatment of the 
cells. The concentrations of obatoclax and MG-132 ranged from 1/8 ICs to 4 ICs after serial dilution, and their combination 
index (CI) was calculated using CompuSyn software. The expression of ubiquitin and the cleavage of PARP, caspase-9, 
phospho-histone H3 and phospho-aurora A/B/C in the exposed cells were examined with Western blotting; the cell apoptosis 
was measured by flow cytometry with Annexin V staining, and the percentage of cells in each cell cycle phase was also 
determined by flow cytometry. Results The CI of obatoclax and MG-132 was 0.296 for a 50% inhibition of Caes-17 cells and 
was 0.104 for a 9596 inhibition. The cells treated with obatoclax or MG-132 alone showed increased expression of ubiquitin and 
cleavage of PARP and caspase-9. Compared with the cells treated with obatoclax or MG-132 alone, the cells with a combined 
treatment exhibited significantly increased expression of ubiquitin, cleavage of PARP and caspase-9, and expression of 
phospho-Histone H3 (P«0.05). The combined treatment of the cells also resulted in significantly increased expression of 
phospho-Aurora A/B/C compared with obatoclax treatment alone. The cells with the combined treatment showed significantly 
higher percentages of apoptotic cells and cells in sub-G and G;/M phases compared with the cells treated with either of the 
drugs (P«0.05). Conclusion Obatoclax combined with MG-132 shows a significant synergistic anti-tumor effect against 
esophageal cancer CaES-17 cells by inducing apoptosis and cell cycle arrest. 

Key words: esophageal cancer cell; obatoclax; MG-132; synergistic anti-tumor effect; apoptosis; cell cycle arrest 


食管 癌 是 人 类 常见 的 恶性 肿瘤 ,在 我 国 其 发 病 率 在 
各 类 恶性 肿瘤 中 排 第 5 位 ,死亡 率 居 第 4 位 ,严重 威胁 着 
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人 们 的 生命 和 健康 “。 真 核 细 胞 体内 的 蛋白 质 降解 主 
要 通过 自 噬 和 泛 素 化 蛋白 酶 体系 统 这 两 条 途径 ,前 者 主 
要 降解 长 寿命 重 白 和 受 损 的 细胞 融 , 而 后 者 主要 降解 短 
寿命 蛋白 ”。 自 噬 对 于 维持 蛋白 质 代谢 及 细胞 环境 稳 
定 起 重要 作用 ,在 生物 体 生 长 发 育 细胞 分 化 及 对 环境 
应 激 的 应 答 方面 极为 关键 , 且 在 肿瘤 的 发 生发 展 及 耐 药 
中 也 发 挥 着 重要 作用 。 上 自 叭 可 通过 清除 受 损 的 细胞 融 ， 
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抑制 生长 因子 和 降低 染色 质 稳 定性 ,从 而 抑制 肿瘤 生 
长 ;同时 肿瘤 细胞 会 通过 自 哈 产生 利于 生长 增殖 的 营养 
物质 ”。Obatoclax 是 Bcl-2 家 族 抗 凋 亡 蛋白 的 抑制 剂 ， 
其 作用 机 制 与 BH3-only 人 蛋白 类 似 ,可 以 苋 争 性 地 与 抗 
凋 亡 蛋白 下 水 区 域 结合 ,诱导 凋 亡 ”。 同 时 obatoclax 通 
过 在 溶 酶 体 中 蓄积 并 减少 溶 酶 体 组 织 蛋 白 酶 CTSB、 
CTSD 及 CTSL 的 表达 影响 深 酶 体 的 功能 ,抑制 自 吹 而 
导致 细胞 增殖 受到 抑制 "“。 文 献 报道 的 临床 前 试验 结果 
表明 ,obatoclax 对 各 种 的 血液 性 恶性 肿瘤 "和 实体 瘤 “ 
都 有 很 好 的 效果 。 三 肽 基 乙 醛 (MG-132) 通 过 阻止 26S 
重 白 酶 体 对 泛 素 化 靶 蛋 白 的 降解 及 抑制 20S 和 蛋白酶 体 
中 类 糜 和 蛋白 的 活性 阻 断 泛 素 化 蛋白 酶 体系 统 。 而 泛 素 
化 蛋白 酶 体系 统 介 导 的 蛋白 质 降解 途径 参与 细胞 周期 、 
x DNA 修复 细胞 精 附 、 血 管 生成 及 细胞 凋 亡 等 生 
命 过 程 ,与 肿瘤 的 发 生发 展 也 有 密切 的 关系 ~”。 目 前 ， 
MG-132 因为 体内 活性 不 稳定 尚未 进入 临床 应 用 ,常用 
作 一 种 临床 研究 工具 药 ""。 体 内 降解 蛋白 质 两 大 途径 
溶 酶 体 自 哈 及 泛 素 化 蛋白酶 体 以 互补 的 方式 进行 调节 ， 
抑制 自 哈 会 激活 泛 素 化 蛋白 酶 体 的 功能 ,而 抑制 重 白 酶 
体 又 会 诱导 自 噬 …。 自 鸣 的 激活 会 削弱 蛋白酶 体 抑制 
剂 的 临床 治疗 效果 且 与 耐 药 相关 一 。 我 们 在 前 期 研究 
中 发 现 ,obatoclax 作用 于 食管 癌 细 胞 时 ,即使 浓度 增 大 
至 1 umol/L(8 IC 时 ,细胞 抑制 率 仍 只 能 到 60% 左 
右 。 此 外 , obatoclax 作 用 食管 癌 细 胞 48 h 时 ,药物 导致 
的 细胞 凋 亡 率 量 效 关系 不 明显 后 。 为 此 ,本 课题 将 
obatoclax 与 蛋白 酶 体 抑制 剂 MG-132 联 用 ,就 是 希望 同 
时 阻 断 自 噬 和 和 蛋白 酶 体 降解 两 大 细胞 内 和 蛋白质 降 解 的 
途径 ,能 够 增加 obatoclax 对 肿瘤 细胞 的 抑制 率 ,产生 协 
同 抗 肿瘤 作用 ,为 这 两 类 药物 将 来 在 临床 上 联合 应 用 提 
供 一 个 概念 性 的 验证 。 本 研究 通过 检测 药物 对 人 食管 
癌 细 胞 CaES-17 的 细胞 毒 作 用 ,计算 药物 的 联 用 指数 ， 
研究 药物 对 CaES-17 细胞 ubiquitin 表达 、PARP 及 
Caspase-9 8j WJ 以 及 phospho-Histone H3 和 蛋白 及 
phospho-Aurora A/B/C H ROSA .早期 凋 亡 及 细胞 周期 
的 影响 ,探讨 obatoclax 与 MG-132 联 合作 用 于 食管 癌 细 
胞 CaES-17 是 否 具 有 协同 作用 ,并 对 其 机 制 做 初步 研究 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 

Obatoclax 购买 于 Selleck Chemicals (Houston, 
TX),MEM 培 养 基 胎 牛 血清 、 胰 酶 青霉素, 链 霉 素 购 
买 于 美国 Gibco。 检 测 ubiquitin, PARP, Caspase-9, 
phospho-Histone H3, phospho-Aurora A/B/C 及 B-actin 
的 一 抗 、 二 抗 ECL 发 光 液 购买 于 美国 Cell Signaling 
technology, 检 测 调 亡 的 试剂 盒 购 买 于 美国 BD。 其 他 
试剂 均 购 买 于 美国 Sigma。 


1.2 细胞 培养 

人 食管 癌 细 胞 株 CaES-17 购买 于 中 国 典型 培养 物 
保藏 中 心 (CCTCC)。CaES-17 细胞 培养 于 MEM 培养 
基 ( 含 体积 分 数 为 10% 胎 牛 血清 ,100 U/mL $$ 8$ 2 1 
100 U/mL ££ z& ) , 置 于 湿度 饱和 , 含 $% CO,,37 CH 
养 箱 中 培养 , 贴 壁 生长 ,0.25% 胰 酶 消化 传代 。 
1.3 MTT 法 检测 药物 对 细胞 活力 的 影响 及 药物 联 用 指 
数 的 计算 

将 对 数 生 长 期 的 CaES-17 细胞 以 3000/ 孔 的 密度 
接种 于 96 孔 板 中 。 细 胞 贴 壁 生长 24 h 后 更 换 含 药 物 的 
培养 基 , 药 物 作 用 48 h 后 吸 弃 含 药 培养 基 。 加 入 MTIT 
( 终 浓度 为 0.3 mg/L) 继 续 孵 育 4h 后 吸 弃 上 清 ,加 入 
DMSO 使 MTT 还 原 产 物 甲 膜 (Formazan) 完 全 溶解 , 酶 
联 和 免疫 检测 仪 检测 570 nm 波长 的 光 密 度 (OD) 值 。 使 
用 Graph Pad Prism 5.0 计 算 药 物 ICs, 确 定 药物 联 用 的 
摩尔 比 。 以 同样 的 细胞 密度 接种 96 孔 板 ,以 培养 基 为 
对 照 组 ,以 单 用 obatoclax (1/8 ICso, 1/4 ICso, 1/2 ICso、 
15.2 IC .4 ICs) . 单 用 MG-132(1/8 ICs, 1/4 ICs, 1/2 
ICso IC 、2 ICs,4 ICso) 及 其 联 用 组 为 实验 组 。 后 续 操 作 
同上 所 述 , 应 用 CompuSyn 软件 计算 两 药 的 联 用 指数 
(CT) ,CI<1 为 协同 作用 ,CI=1 为 相 加 作用 ,CI>1 为 持 抗 
作用 中 。 同 时 使 用 CompuSyn 软件 计算 两 个 药物 对 细 
胞 抑制 率 为 50%、75%、90% 及 95% 时 单独 及 联 用 后 相 
对 应 的 浓度 ,浓度 减少 的 程度 用 单独 用 药 的 浓度 与 联合 
用 药 后 浓度 的 比值 表征 。 
1.4 Western blot 检 测 ubiquitin、 凋 亡 及 周期 相关 蛋白 的 
表达 情况 

将 对 数 生 长 期 的 CaES-17 细胞 以 2x107 孔 的 密 
度 接种 于 6 孔 板 中 。 细 胞 贴 壁 生长 24h 后 更 换 含 药 
物 的 培养 基 。 以 培养 基 为 对 照 组 ,以 单 用 obatoclax 
0.125 umol/L ,MG-132 0.300 umol/L 及 其 联 用 组 为 实 
验 组 。 药 物 作用 48 h 后 ,用 含有 和 蛋白 酶 及 磷酸 酶 抑制 剂 
的 RIPA 绥 冲 液 裂解 细胞 提取 总 蛋白 ,然后 4 %、12 000 g 
离心 15 min。 吸 取 上 清 进行 重 白 定量 ,以 25 hg 上 样 ， 
SDS-PAGE 电泳 ,用 湿 转 法 将 蛋白 转 至 醋酸 纤维 素 膜 ， 
5% 脱 脂 牛 奶 室温 封闭 1 h,4 % 孵 育 一 抗 过 夜 , 洗 膜 , 室 
温 孵 育 二 抗 1 h, 洗 膜 ,ECL 发 光 液 覆盖 ,最 后 暗室 显影 
定 影 。 使 用 ImageJ 软 件 测量 分 析 和 蛋白 条 带 , 用 B-actin 
作为 蛋白 质 水 平 参照 。 
1.5 流 式 细胞 技术 检测 细胞 凋 亡 及 细胞 周期 分 布 

将 对 数 生 长 期 的 CaES-17 细胞 以 2x105 碟 的 密度 
接种 于 6 孔 板 中 。 细 胞 贴 壁 生长 24h 后 更 换 含 药物 的 
培养 基 。 以 培养 基 为 阴性 对 照 组 ,以 单 用 obatoclax 
0.125 umol/L,MG-132 0.300 umolEL 及 其 联 用 组 为 实验 
组 ,以 可 诱导 凋 亡 的 PKC 抑 制剂 Staurosporine 50 nmol/L 
为 阳性 对 照 组 。 药 物 作 用 48 h 后 ,用 不 含 EDTA 的 胰 酶 
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消化 细胞 ,然后 细胞 用 预 冷 的 PBS 洗 1 次 ,再 用 1x 
Binding Buffer 洗 1 次 ,用 100 kL 的 1xBinding Buffer 
重 悬 细胞 中 并 转移 至 流 式 管 , 避 光 加 入 3 uL 
FITC-Annexin V, ZADRA cw, 15 min, 最 后 再 加 
X400 uL 1x Binding Buffer, 于 1h 内 用 流 式 细胞 仪 检 
测 细胞 凋 亡 。 

在 细胞 周期 分 布 的 检测 时 ,将 对 数 生 长 期 的 
CaES-17 细 胞 以 2x103 孔 的 密度 接种 于 6 孔 板 中 。 细 
胞 贴 壁 生长 24h 后 更 换 含 药物 的 培养 基 。 在 CaES-17 
细胞 上 ,以 培养 基 为 阴性 对 照 组 ,以 单 用 obatoclax 
0.125 umol/L MG-132 0.300 umol/L 及 其 联 用 组 为 实 
验 组 。 药 物 作 用 48 h 后 ,用 胰 酶 消化 细胞 ,然后 细胞 用 
预 冷 的 PBS 洗 2 次 ,再 用 预 冷 的 75% 乙 醇 固定 ,4 CHE 
夜 。1200 r/min 离心 5 min, 然 后 用 PBS 洗 1 次 ,再 用 
500 uL PBS 重 悬 细胞 并 转移 至 流 式 管 中 , 避 光 加 入 
10 kL 的 PI( 终 浓度 为 50 ug/mL) 及 1.250 HL 的 RNA 酶 
( 终 浓 度 为 10 pg/mL) ,37 CHARRA cJ 30 min, 
流 式 细 胞 仪 检 测 细胞 周期 。 

1.6 统计 学 处 理 

数据 以 均 数 + 标 准 差 表示 ,应 用 Prism 5.0 软 件 进行 
统计 学 分 析 , 两 组 间 比 较 采用 ;检验 ,多 组 间 比 较 采 用 单 
素 方 差分 析 及 Turkey's 1 检验, 以 P<0.05 认 为 差异 有 
统计 学 意义 。 
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2 结果 
2.1 Obatoclax 与 MG-132 联 用 对 人 食管 癌 细 胞 
CaES-17 具 有 协同 抗 肿瘤 作用 

为 了 人 研究 obatoclax 及 MG-132 单 用 及 联 用 对 人 食 
管 癌 细 胞 CaES-17 细 胞 活力 的 影响 ,通过 MTT 方 法 检 
测 药 物 对 细胞 的 毒性 作用 ,使 用 Graph Pad Prism 5.0 计 
算得 到 obatoclax ÉJ ICs Jj 0.125+0.050 pmol/L( 图 
1A) ,MG-132 的 ICs 为 0.300+0.080 umol/L ( E] 1B) . 
参照 药物 的 IC 确定 两 药 联 用 的 摩尔 比 为 1 : 2.4, 分 别 
将 两 个 药物 的 作用 浓度 进行 倍 比 稀释 ,obatoclax 及 
MG-132 的 浓度 范围 为 1/8 ICs-4 ICso。 通 过 MTT 法 测 
定 药物 联 用 对 细胞 活力 的 影响 ,应 用 CompuSyn 软 件 计 
算 两 药 的 联 用 指数 及 药物 联 用 前 后 浓度 的 变化 。 结 
显示 obatoclax 与 MG-132 联 用 时 ,对 人 食管 癌 细 胞 
CaES-17 抑 制 率 达到 50%、75%、90% 及 95% 时 ,对 应 的 
CI 值 分 别 为 0.296.0.200.0.136 及 0.104。 其 中 , 当 抑 制 
率 为 50% 时 , obatoclax 单 用 时 的 浓度 是 联 用 的 6 倍 ， 
MG-132 单 用 时 的 浓度 是 联 用 的 8 倍 ; 当 抑 制 率 为 95% 
时 ,obatoclax 单 用 时 的 浓度 是 联 用 的 15 倍 ,MG-132 单 
用 时 的 浓度 是 联 用 的 28 倍 。 以 上 结果 说 明 两 个 药物 联 
用 后 产生 协同 抗 肿瘤 作用 ,可 协同 地 抑制 食管 癌 细 胞 
CaES-17 的 增殖 ,降低 细胞 存活 率 。 
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图 1 Obatoclax(4) 及 MG-132(B) 对 食管 癌 细 胞 CaES-17 的 细胞 毒性 作用 
Fig.1 Cytotoxicity of obatoclax (A) and MG-132 (B) in CaES-17 cells. 


2.2 Obatoclax 与 MG-132 联 用 诱导 ubiquitin 表 达 增 加 
Ubiquitin 是 溶 酶 体 自 哈 和 泛 素 化 重 白 酶 体系 统 共 
同 的 降解 底 物 ,同时 抑制 溶 酶 体 自 哈 和 泛 素 化 蛋白 酶 体 
RRAN ubiquitin R RIZ, Ubiquitin AE AH 
降解 中 发 挥 标 记 作用 ,而 泛 素 化 修饰 通过 调控 核 转 录 因 
子 及 肿瘤 坏死 因子 相关 凋 亡 诱导 配 体 等 途径 在 凋 亡 过 
程 中 起 着 重要 作用 。 我 们 采用 Western blot 检测 
obatoclax 与 MG-132 单 用 及 联 用 所 引起 的 ubiquitin 表 


达 变 化 。 结 果 发 现在 CaES-17 细胞 中 ,obatoclax 及 
MG-132 单 用 均 会 引起 ubiquitin 的 表达 增加 (图 2A) , 同 
时 联 用 组 ubiquitin 的 表达 较 两 药 单 用 组 明显 增加 (图 
2A) , 且 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 2B)。 这 在 说 明 
obatoclax 与 MG-132 联 用 后 对 ubiquitin 的 表达 具有 协 
同 促 进 作 用 的 同时 ,也 说 明 浴 酶 体 自 喉 与 泛 素 化 蛋白 
酶 体系 统 相互 调节 与 影响 ,这 也 与 文献 报道 的 结果 相 
HEIE”. 
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图 2 药物 联合 作用 48 h 后 细胞 ubiquitin 的 表达 较 药物 单 用 组 明显 增加 

Fig.2 Increased expression of ubiquitin in cells treated with obatoclax plus MG-132 for 48 h were increased 
compared with that in cells treated with obatoclax or MG-132 alone. A: Ubiquitin protein bands in Western 
blotting; B: Quantitative analysis of ubiquitin protein expression. **P«0.01 vs control; *P«0.05 vs obatoclax+ MG-132. 


2.3 Obatoclax 与 MG-132 联 用 诱导 细胞 凋 亡 增加 

正常 情况 下 磷 酯 酰 丝氨酸 (PS) 位 于 细胞 膜 内 侧 ， 
在 细胞 凋 亡 早期 ,PS 从 细胞 膜 内 侧 翻转 到 细胞 膜 表 
面 。Annexin-V 是 一 种 Ca 依赖 性 磷脂 结合 蛋白 ,以 高 
亲和力 特异 性 的 与 PS 结合 ,用 效 光 素 FITC 标记 
Annexin V ,并 以 此 为 探 针 ,利用 流 式 细胞 仪 检测 细胞 凋 
亡 的 发 生 呈 。 碘 化 丙 啶 (PD 是 一 种 核酸 染料 ,在 凋 亡 晚 
期 可 以 穿 透 细 胞 膜 使 细胞 核 红 染 。 由 于 本 研究 用 到 的 
药物 obatoclax 本 身 会 发 红色 荧光 ,会 占用 PEI 的 欧 光 检 
测 通 道 , 因 此 本 研究 只 用 Annexin-V 进行 单 染 研究 药物 
作用 对 细胞 凋 亡 的 影响 。 为 了 研究 Obatocalx 与 
MG-132 联 用 能 和 否 促进 细胞 凋 亡 ,我 们 采用 流 式 细胞 术 
检测 obatoclax 与 MG-132 单 用 及 联 用 所 引起 的 细胞 凋 
亡 的 变化 (图 3)。 绪 果 表 明 ,CaES-17 细 胞 经 obatoclax 
及 MG-132 单 用 及 联 用 作用 48 h 后 ,阴性 对 照 组 、 
obatoclax fll MG-132 单 用 组 .obatoclax+MG-132 联 用 
组 及 阳性 对 照 组 细胞 Annexin V 阳性 率 分 别 为 (6.5+ 
0.8)96 , (14.5 € 0.8)96 、(37.0 土 0.8)% 、($3.6 土 0.8)% 和 
(25.3+1.3)% 。 联 用 组 细胞 Annexin V 阳性 率 与 
obatoclax 单 用 组 相 比 增加 了 (39.2+0.1)% , Ej MG-132 
单 用 组 相 比 增加 了 (16.7+0.1)% ,其 差异 具有 统计 学 意 
义 (P<0.05)。 上 述 结果 说 明 ,obatoclax 和 MG-132 联 用 
诱导 CaES-17 细 胞 凋 亡 增加 。 
2.4 Obatoclax 与 MG-132 联 用 诱导 PARP 蛋白 及 
Caspase-9 4& & 3] 598935 2m 

为 了 进一步 研究 两 药 联 用 后 产生 的 协同 抗 肿瘤 作 
用 是 和 否 与 凋 亡 相关 ,我们 采用 Western. blot 检测 
obatoclax 与 MG-132 单 用 及 联 用 所 引起 的 凋 亡 相关 和 蛋 
F1 PARP 及 Caspase-9 剪 切 的 变化 。 结 果 发 现在 
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3 药物 作用 48 h 后 对 细胞 早期 凋 亡 的 影响 

Fig.3 Effects of treatment for 48 h with obatoclax and MG-132, 
alone or in combination, on cell apoptosis of CaES-17 cells. 
Staurosporine (50 nmol/L) was used as the positive control. “P< 
0.001 vs obatoclax+ MG-132. 


CaES-17 细 胞 中 , 联 用 组 PARP 和 蛋白 及 Caspase-9 £E [4 
的 剪 切 较 obatoclax 及 MG-132 单 用 组 明显 增加 (图 
4A), 且 PARP 及 Caspase-9 剪 切 的 增加 均 有 统计 学 意义 
(P«0.05) (图 4B-C) 。 这 进一步 说 明 obatoclax 与 
MG-132 联 用 可 产生 协同 作用 与 凋 记 有关, 且 两 药 联 用 
会 引起 凋 亡 的 增加 ,这 也 与 之 前 流 式 细胞 术 检 测 细胞 凋 
亡 的 结果 一 致 。 
2.5 Obatoclax 与 MG-132 联 用 增加 细胞 sub-G1 期 及 Gy 
M 期 细胞 百分比 

鉴于 obatoclax 及 MG-132 对 细胞 周期 都 会 有 影 
mE ,我 们 采用 流 式 细胞 术 检 测 obatoclax 与 MG-132 
单 用 及 联 用 所 引起 的 细胞 周期 的 变化 (图 5)。 结 果 
明 ,CaES-17 细 胞 经 obatoclax 及 MG-132 单 用 及 联 用 作 
H 48 h 后 ,对 照 组 .obatoclax 和 MG-132 单 用 组 、 
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obatoclax+MG-132 联 用 组 sub-G, 期 细胞 百分比 分 别 为 
(1.2+0.2)% , (2.7 3:0.8)96 , (4.53:0.6)96 $11(14.93-0.5)96 。 
联 用 组 sub-G, 期 细胞 百分比 与 obatoclax 单 用 组 相 比 增 
加 了 (12.1+0.3)% ,与 MG-132 单 用 组 相 比 增加 了 (10.3+ 
1.0)% ,其 差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 而 对 照 组 、 
obatoclax 和 MG-132 单 用 组 .obatoclax+MG-132 联 用 
组 GyM 期 细胞 百分比 分 别 为 (14.0+1.8)% 、(16.2 填 
1.7)% (16.4+0.6)% (25.0+2.0)% 。 联 用 组 GVM 期 细 
胞 百分比 与 obatoclax 单 用 组 相 比 增加 了 (8.8+0.3)%， 
与 MG-132 单 用 组 相 比 增加 了 (8.6+2.5)%, 其 差异 也 均 
有 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 因 此 ,obatoclax 和 MG-132 
联 用 可 引起 CaES-17 细 胞 sub-G, 期 及 GyM 期 细胞 百 分 
比 增加 ,说 明 两 药 联 用 可 促进 CaES-17 细胞 凋 亡 增加 ， 
并 诱导 细胞 发 生 GyM 期 阻 河 。 
2.6 Obatoclax 与 MG-132 联 用 诱导 细胞 phospho- 
Histone H3 有 蛋白 及 phospho-Aurora A/B/C 有 蛋白 表达 增加 
为 进一步 研究 两 药 联 用 对 细胞 GyM 期 的 影响 ,我 
们 采用 Western blot 检测 obatoclax 与 MG-132 单 用 及 
联 用 对 细胞 G>M 期 关键 蛋白 phospho-Histone H3 £& FH 
及 phospho-Aurora A/B/C 和 蛋白 表达 的 影响 (图 6)。 结 
发 现 ,在 CaES-17 细胞 中 ,与 单 用 药 组 (MG-132 或 
obatoclax) 相 比 , 联 用 组 phospho-Histone H3 的 表达 显 
著 增 加 (P<0.05) , 上 且 与 单 用 obatoclax 相 比 , 联 用 组 
phospho-Aurora A/B/C 的 表达 显著 增加 (P<0.05), 但 是 
与 单 用 MG-132 相 比 无 统计 学 差异 (P>0.05)。 以 上 结 
果 说 明 obatoclax 与 MG-132 联 用 可 能 通过 促进 
phospho-Histone H3 蛋白 及 phospho-Aurora A/B/C f& 
白 表 达 , 产 生 GyM 期 阻 灌 作 用 ,而 且 这 种 促进 作用 具有 
协同 性 。 这 也 与 之 前 流 式 细胞 术 检 测 细胞 周期 的 结 
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图 4 药物 联合 作用 48 h 后 细胞 PARP 及 caspase-9 蛋 白 的 剪 切 
较 药物 单 用 组 明显 增加 

Fig.4 Cleavage of PARP and caspase-9 in cells treated for 48 h 
with obatoclax and MG-132, alone or in combination. NS: No 
significant difference compared to control (P»0.05). *P«0.05 vs 
control; *P«0.05, "P«0.01 vs obatoclax--MG-132. 
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3 讨论 

洲 酶 体 自 噬 和 泛 素 化 和 蛋白酶 体系 统 在 肿瘤 的 发 生 
发 展 治疗 及 耐 药 中 均 起 着 重要 的 作用 *”。 细 胞 通过 
溶 酶 体 自 哈 可 以 实现 生物 合成 原料 及 能 量 的 再 循环 ,而 
肿瘤 细胞 可 以 通过 调节 自 噬 ,克服 细胞 因 不 停 地 分 裂 生 
长 造成 的 饥饿 状态 而 规避 死亡 ,通过 外 界 药 物 干 扰 肿 
瘤 细 胞 的 自 噬 调节 是 近来 抗 肿瘤 药物 研究 的 热点 。 
泛 素 化 和 蛋白酶 体系 统 作为 另 一 类 重要 的 细胞 内 蛋白 降 
解 途径 ,可 以 降解 80%~90% 的 胞 内 蛋白 ,从 而 调节 细 
胞 内 稳 态 ,抑制 肿瘤 细胞 凋 亡 的 发 生 ,加 速 肿 瘤 细 胞 
增殖 站。 本 研究 使 用 obatoclax 抑制 溶 酶 体 自 哈 , 用 和 蛋 
白 酶 体 抑制 剂 MG-132 抑制 蛋白 酶 体系 统 ,研究 
Obatoxlax 联 用 MG-132 对 人 食管 癌 细 胞 是 否 具 有 协同 
抗 肿瘤 作用 。 我 们 的 研究 表明 ,obatoclax 与 MG-132 联 
用 具有 协同 抗 食管 癌 细 胞 CaES-17 的 作用 ,可 诱导 食管 
癌 细 胞 凋 亡 增加 并 且 诱 导 食管 癌 细 胞 出 现 GyM 期 阻 
潍 , 为 食管 癌 的 治疗 提供 了 新 的 策略 和 靶 点 ,也 为 临床 
研究 中 解决 药物 活性 低 、 容 易 耐 药 及 相同 类 型 药物 的 联 
合 应 用 提供 参考 。 

我 们 的 结果 显示 ,obatoclax 与 MG-132 对 CaES-17 
均 有 明显 的 细胞 毒性 作用 (图 1) ,上 且 通过 CompuSyn 软 
件 计 算得 到 obatoclax 5j MG-132 联 用 时 ,对 CaES-17 
抑制 率 达 到 50% 7596 .90% 及 95% 时 ,对 应 的 CI 值 分 别 
为 0.296 .0.200.0.136 及 0.104。 这 可 以 初步 说 明 两 药 联 
用 有 协同 抗 肿瘤 作用 鸣 。 在 本 研究 中 , 单 用 obatoclax 
或 者 单 用 MG-132 均 会 增加 ubiquitin 表 达 , 且 联 用 后 显 
著 增 加 ubiquitin 的 表达 (图 2)。 人 研究 表明 obatoclax 通 过 
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5 药物 作用 48 h 后 对 细胞 周期 sub-G, 期 4)`GVG。 期 (B).S 期 (C) 及 GVMI(D) 期 的 影响 
Fig.5 Effects of treatment for 48 h with obatoclax and MG-132, alone or in combination, on percentages of cells in sub-G, 
(A), G1/Go (B), S (C) and G;/M (D) phases. NS’: No significant difference compared to obatoclax« MG-132 (P»0.05); *P«0.05, 


*P«0.01, "*P«0.001 vs obatoclax--MG-132. 


TETR BE rp RR Fe] SEC APTEBEHAS 2H E PIE CTSBB , 
CTSD 及 CTSL 的 表达 影响 溶 酶 体 的 功能 ,进而 抑制 自 
哈 。 而 在 自 哈 发 生 的 过 程 中 ,p62/SQSTMI1 通过 与 
Atg8/LC3 的 结合 促进 泛 素 的 降解 。 当 抑制 自 鸣 时 ， 
p62/SQSTMI 5j Atg8/LC3 的 结合 受阻 ,引起 ubiquitin 
的 增加 下 。 以 上 结果 进一步 说 明 同 时 抑制 溶 酶 体 自 哈 
和 和 蛋白 酶 体系 统 会 产生 协同 作用 。 

细胞 凋 亡 是 维持 机 体 发 育 和 组 织 自身 稳定 的 重要 
生命 活动 ,与 细胞 增殖 分化、 衰老 及 清除 等 生命 过 程 息 
息 相 关 。 肿 瘤 细胞 会 逃避 凋 亡 ,这 与 肿瘤 的 发 展 形 成 及 
耐 药性 有 着 密 不 可 分 的 关系 下 。Obatoclax 可 同时 抑制 
Bcl-2 5j Bax, Mcl-1 与 Bak 的 结合 ,使 促 将 亡 蛋 白 Bim 
发 生 磷酸 化 ,诱导 凋 亡 “。 而 MG-132 可 通过 抑制 蛋白 
酶 体 阻 断 该 系统 降解 与 凋 亡 信号 转 导 相 关 的 蛋白 ,还 可 
以 通过 影响 内 质 网 应 激 和 活性 氧 生 成 诱导 凋 亡 ""。 我 
们 检测 了 两 药 联 用 后 早期 凋 亡 ( 图 3) 及 凋 亡 相关 和 蛋白 


PARP 及 Caspase-9 剪 切 (图 4) 的 变化 ,结果 发 现 ， 
obatoclax 与 MG-132 均 可 诱导 食管 癌 细 胞 发 生 凋 亡 , 且 
两 药 联 用 后 细胞 凋 亡 明显 增加 ,与 单 用 组 相 比 有 统计 学 
差异 (P<0.05)。 这 说 明 两 个 药物 产生 协同 抗 肿瘤 作用 
与 诱导 凋 亡 有 关 。 人 蛋白酶 体 抑制 剂 MG-132 抑制 蛋白 
酶 体 后 会 引起 Bcl-2 fr 98 5] , 而 obatoclax x fii DE 
Bcl-2 抗 润 亡 作用 "”。 两 药 联 用 后 凋 亡 增加 可 能 是 因 
为 药物 通过 不 同 机 制 影响 了 ubiquitin 的 功能 ,也 可 能 是 
为 MG-132 诱 导 的 Bcl-2 抗 凋 亡 作用 被 obatoclax 所 
tibio 

细胞 周期 是 机 体 完成 自我 复制 和 更 新 的 重要 途径 ， 
与 细胞 的 增殖 分化, 凋 亡 及 衰老 密切 相关 ,而 肿瘤 的 发 
生发 展 主要 是 因为 细胞 周期 的 紊乱 和 失调 。 抑 制 自 鸣 
会 减少 PoLo 样 蛋白 激酶 PLK4 mRNA 的 表达 ,诱导 细 
胞 出 现 GVM 期 阻 滞 二 ,而 当 细 胞 出 现 周期 阻 清 时 会 进 
行 受 损 DNA 的 修复 , 知 修复 失败 则 会 发 生 凋 亡 。 
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A B 8 1.5 Phospho-histone H3 
Obatoclax (0.125 pmol/L) - - + + $12! 
dd 
MG-132 (0.3 umol/L) - * - 十 = NS#H 
H £09 NSiHE 
i £ 
E S o dos 
Phospho-aurora A/B/C | E 0.3 
2 0.0 i à 
p-actin Obatoclax (umol/L) 0 0.125 0 0.125 
MG-132 (umo) 0 0 0.3 0.3 
药物 联合 Z 14 -Hi 
E g 10 Phospho-aurora A/B/C 图 6 药物 联合 作用 48 上 Histone H3 蛋白 及 
8 agl phospho-Aurora A/B/C 蛋 白 的 影响 
S ` NSNS* Fig.6 Expression of phospho-histone H3 and phospho-AuroraA/B/C 
P006: NS# in cells treated for 48 h with obatoclax and MG-132 alone or in 
£ du combination. A: Protein bands of phospho-histone H3 and 
8" | phospho-Aurora A/B/C in Western blotting; B, C: Quantitative 
$02 analysis of the expression of  phospho-HistoneH3 and 
$ 00 phospho-Aurora A/B/C, respectively. NS: No significant difference 
ea 0. : : . NS: ienifi ; 
Obatoclax (pmol/L) 0 0.125 0 0.125 compared to control (P20.05; NS: No iMd e 
compared to obatoclax + MG-132 (P>0.05); 'P«0.05, "P«0.01 vs 
MG-132 (umol/L) 0 0 0.3 0.3 


obatoclax 除了 抑制 Bcl-2 家 族 和 蛋白 ,会 通过 p38/p21”" ^ 
Ho Vs sr GIGIHH^ ,也 会 通过 非 经 典 途 径 诱导 胰腺 瘤 
细胞 产生 S 期 及 GyM 期 阻 滞 , 也 可 以 诱导 急性 白血病 
细胞 产生 S 期 阻 滞 "。 与 此 同时 ,MG-132 会 通过 调节 
p21 的 表达 诱导 肿瘤 细胞 产生 GyM 期 的 阻 清 ”。 在 本 
人 研究 中 ,obatoclax 与 MG-132 单 用 时 ,sub-G, 期 细胞 增 
多 ,对 细胞 周期 其 他 阶段 均 未 出 现 明显 的 周期 抑制 ,但 
两 药 联 用 后 明显 增加 了 sub-G, 期 及 GVM 期 细胞 百 分 
比 ,与 单 用 组 相 比 有 统计 学 差异 (P<0.05)( 图 5)。 前 者 
结果 与 Annexin V 阳性 率 检测 结果 及 Western blot 结 
相 一致 , 说 明 两 药 联 用 产生 协同 作用 与 凋 亡 相关 , 且 两 
药 联 用 会 诱导 细胞 凋 亡 增加 ;后 者 结果 说 明 两 个 药物 联 
用 后 会 诱导 食管 癌 细 胞 产生 GyM 阻 渍 。 同 时 检测 了 两 
药 联 用 对 G/M 期 蛋白 phospho-Histone H3 有 蛋白 及 
phospho-Aurora A/B/C 和 蛋白 的 影响 ,结果 表明 两 药 联 用 
会 诱导 phospho-Histone H3 和 蛋白 及 phospho-Aurora A/ 
B/C 和 蛋白 表达 增加 (图 6)。 这 进一步 表明 obatoclax 与 
MG-132 联 用 是 通过 促进 phospho-Histone H3 蛋白 及 
phospho-Aurora A/B/C 蛋白 表达 产生 G/M HH BH wi E 
用 ,而 且 这 种 促进 作用 具有 协同 性 。 细 胞 周期 阻 滞 与 凋 
亡 之 间 存 在 共同 的 调节 基因 。p53/p21 信 号 通路 介 导 细 
胞 周期 阻 灌 是 一 个 发 生 较 慢 的 过 程 ,应 激 条 件 会 激活 并 
稳定 p53, 使 其 通过 激活 其 下 游 多 种 基因 的 转录 而 引起 
细胞 周期 阻 滞 凋 亡 或 衰老 。 
ABT-737、ABT-263、 棉 酚 及 obatoclax 55: Bcl-2 E 
白 的 小 分 子 抑制 剂 是 近年 来 抗 肿瘤 药物 的 研发 热点 , 临 
床 试验 表明 该 类 药物 单 用 对 某 些 肿瘤 有 很 好 的 抗 肿瘤 
效果 ,与 放 化 疗 药物 联 用 有 明显 的 协同 作用 。 但 是 同时 


obatoclax+MG-132. 


也 发 现 了 其 临床 用 药 的 不 足 ,ABT-737 对 Mcl-1 亲和力 
不 高 ,导致 高 表达 Mcl-1 的 肿瘤 会 对 其 产生 耐 受 ; 
ABT263 会 抑制 Bcl-xl, 引 起 血小板 减少 。 而 obatoclax 
5j Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w 及 Mcl-1 均 有 和 较 高 的 亲和力 ,在 
临床 实验 中 对 实体 瘤 和 淋巴 细胞 瘤 都 有 良好 的 效果 。 
根据 目前 的 研究 来 看 ,obatoclax 与 其 他 抗 肿瘤 药物 联 
用 会 产生 协同 抗 肿瘤 作用 ,与 ABT737 联 合作 用 于 人 
急性 髓 系 白血病 细胞 可 协同 地 诱导 细胞 凋 亡 ,与 阿 糖 胞 
苷 联合 作用 于 白血病 细胞 株 也 可 协同 地 诱导 凋 亡 "9。 
MG-132 因 其 体内 活性 低 并 尚未 进入 临床 应 用 ,目前 常 
用 作 科研 工具 药 , 但 该 类 和 蛋白酶 体 抑制 剂 已 有 3 个 药物 
被 批准 用 于 临床 治疗 多 发 性 骨髓 瘤 患者 ,其 中 硼 替 佐 米 
已 于 2003 年 批准 上 市 ,ixazomib 则 于 2015 年 被 批准 上 
市 ,为 首 款 口服 蛋白 酶 体 抑 制剂 。 同 时 ,MG-132 与 三 
氧化 二 砷 联 用 在 淋巴 瘤 细胞 上 有 协同 抗 肿瘤 作用 ,与 
顺 铂 联 用 能 增加 顺 铂 对 细胞 的 杀伤 作用 中 。 肿 瘤 被 认 
为 是 一 种 综合 性 病变 ,日 为 非 匀 一 性 ,因此 药物 联 用 在 
肿瘤 的 治疗 中 举足轻重 ,在 增加 抗 肿瘤 效果 的 同时 还 可 
减少 不 良 反应 。 本 研究 结果 表明 ,obatoclax Ej MG-132 
联 用 在 食管 癌 细 胞 上 有 协同 抗 肿瘤 作用 ,肿瘤 细胞 凋 亡 
增加 ,同时 出 现 明显 的 GVM 期 阻 滞 , 为 这 两 类 药物 将 来 
在 临床 上 联合 应 用 提供 一 个 概念 性 的 验证 。 
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